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概要 
【目的】 
関節リウマチ（rheumatoid arthritis、RA）は、多関節の慢性炎症とそれに伴う
骨破壊を生じる関節滑膜を主座とする原因不明の炎症性疾患であり、様々な免
疫担当細胞が病態形成に関与し、各細胞が産生するサイトカインなどによって
互いに制御し合う機構が存在している。RA 患者の関節滑膜には CD4 陽性細胞
の浸潤が認められ、特に Th17 細胞が RA の病態に大きな影響を与えているとさ
れる。我々は、T 細胞でのみ T-bet を強制発現させた T-bet トランスジェニック
（Tg）マウスを用いたコラーゲン誘導関節炎（CIA）の検討で、抗原特異的な
Th17 細胞分化が抑制されることで CIA が著明に抑制されることを報告した。
この検討で、IFN非依存的に T-bet による転写因子間の制御機構が存在する可
能性が考えられたが、その詳細なメカニズムは明らかになっていない。本研究で
は、T-bet 過剰発現を背景にして Th17 細胞分化制御機構について明らかにする
ことを目的として研究を行った。 
【実験材料と方法】 
1）T-bet Tg マウスおよび T-bet Tg マウスと IFN-/-マウスを交配させた T-bet 
Tg/IFN-/-マウスを作成し、野生型（WT）マウスと共に CD4 陽性細胞を単離し
て Th17 細胞分化誘導を行い、IFNと IL-17 産生および T-bet と RORt 発現を
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FCM で解析した。 
2）CD4 陽性細胞上の IL-6 受容体発現および IL-6 刺激後の STAT3 のリン酸化
を FCM で解析した。 
3）Th17 細胞分化誘導後の細胞から mRNA を抽出し、定量 PCR で関連転写因
子（tbx21, rorc, stat3, stat1, runx1, irf4, nfkbiz, ahr）について検出した。 
4）WT マウスと IFN-/-マウスのナイーブ CD4 陽性細胞を単離し、レトロウイ
ルス感染実験で T-bet を過剰発現させ、1)～3）と同様の検討を行った。 
5）T-bet Tg マウスの実験系および T-bet 遺伝子導入系の CD4 陽性細胞におけ
る smad2 発現および WT マウスと IFN-/-マウスの CD4 陽性細胞の Th1 細胞
分化誘導下での smad2 発現を定量 PCR で検出した。 
6）T-bet Tg マウスの実験系および T-bet 遺伝子導入系において Th17 細胞分化
誘導下に aryl hydrocarbon receptor (AHR) の発現を FCM で解析した。 
7）T-bet Tg マウスの実験系および T-bet 遺伝子導入系において Th17 細胞分化
誘導条件に FICZ を添加し IL-17 産生促進効果を評価し、FICZ 添加時における
cyp1a1 を定量 PCR で検出した。 
8）Ⅱ型コラーゲン（CII）で免疫後の WT マウスおよび T-bet Tg マウスのリン
パ節細胞を CII 刺激下で培養し、転写因子発現（tbx21, rorc, ahr）を定量 PCR
で検出した。 
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【結果】 
1）T-bet Tg と T-bet Tg/IFN-/-マウスにおいて、RORt 発現および IL-17 産生
は抑制された。 
2）T-bet TgとT-bet Tg/IFN-/-マウスにおいて、IL-6受容体発現は低下し、STAT3
のリン酸化も抑制された。 
3）T-bet Tg と T-bet Tg/IFN-/-マウスにおいて、定量 PCR で rorc の発現と ahr
の発現が低下していた。 
4）T-bet 遺伝子導入系において、IFN非依存的に T-bet 過剰発現下で IL-17 産
生は抑制された。IL-6 受容体発現や STAT3 のリン酸化に変化はなかった。定量
PCR で rorc と同様に ahr の発現が低下した。 
5）T-bet Tg マウスにおいて smad2 は IFN非依存的に発現低下を認めたが、T-
bet 遺伝子導入系においては発現に変化はみられなかった。smad2 は Th1 細胞
分化の過程で IFN非依存的に発現が低下した。 
6）T-bet Tg マウスの実験系および T-bet 遺伝子導入系いずれにおいても、IFN
非依存的に AHR の蛋白発現低下は認められた。 
7）FICZ を添加しても T-bet 過剰発現下では IFN非依存的に IL-17 産生は亢
進せず、cyp1a1 も発現増強がみられなかった。 
8）T-bet Tg マウスにおける CII 反応性の rorc および ahr の発現は抑制された。 
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【考察】 
T-bet Tg マウスの実験系、T-bet 遺伝子系のいずれにおいても IFN非依存的
に IL-17 産生は抑制された。一方で、IL-6 受容体発現と STAT3 のリン酸化につ
いて違いがみられた。T-bet 過剰発現に伴う Th1 細胞環境の時間経過が IL-6 受
容体に関連する smad2 発現に影響し、T-bet Tg マウスにおいて IL-6 受容体発
現が抑制されると推察された。T-bet Tg マウスの実験系と T-bet 遺伝子導入系
において、rorc と同様に ahr の mRNA 発現低下を IFN非依存的に認め、AHR
は蛋白レベルでも発現は抑制された。また FICZ 刺激による IL-17 産生促進や
cyp1a1 の発現が抑制され、T-bet 過剰発現下に AHR 発現が抑制される確証が
示された。CII 免疫後の細胞を用いた vivo の検討で、T-bet Tg マウスにおける
ahr 発現は抑制された。本研究により T-bet 過剰発現による AHR 発現制御が確
認され、Th17 細胞分化の新たな制御の可能性を見出すことができた。今後、RA
における検討を行うことで、関節炎病態における転写因子による制御メカニズ
ムの解明が期待できる。 
【結論】 
 T-bet 過剰発現によって IFN非依存的に AHR 発現が抑制され、Th17 細胞分
化の制御に関与する可能性が示唆された。 
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第一章：序論 
1．関節リウマチ 
関節リウマチ（rheumatoid arthritis、RA）は、多関節の慢性炎症とそれに伴
う骨破壊を生じる関節滑膜を主座とする原因不明の炎症性疾患であり、T 細胞、
B 細胞、形質細胞、マクロファージなど様々な免疫担当細胞が病態形成に関与
し、各細胞が産生するサイトカインなどによって互いに制御し合う機構が存在
している。特に RA 患者の関節滑膜には CD4 陽性細胞の浸潤が認められると共
に、タクロリムスやアバタセプトといった T 細胞を標的とした治療薬が効果を
示している点から（1,2）、T 細胞が重要な役割を担っていると考えられている。
また滑膜に浸潤した T 細胞には Th17 細胞が産生するサイトカインである IL-
17 の発現が観察され、患者の血清や滑液中における IL-17 の上昇も認められる
（3,4）。RA 患者の疾患活動性は、末梢血 CD4 陽性 T 細胞中の Th17 細胞の比
率と強く相関していることも報告されており（5）、T 細胞サブセットの中でも
Th17 細胞が RA の病態に大きな影響を与えていると想定される。一方で、抗 IL-
17 抗体を用いた治療は RA に対して試みられたものの、十分な効果が認められ
ておらず、RA 病態に対する制御メカニズムは未だに不明な点が多く残されてい
る。 
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2．コラーゲン誘導関節炎（collagen induced arthritis、CIA） 
CIA は RA の動物モデルとして古くから用いられており（6,7）、特に Th17 細
胞によって誘導される実験的自己免疫性関節炎モデルとして多くの報告がある。
IL-17 やその主要転写因子である RORt が病態の促進因子とされ（8）、一方で
Th1 細胞が産生する IFNや、その主要転写因子である T-bet が抑制性の因子と
して考えられている（9,10）。我々の先行研究では、CD2 プロモーター下に T 細
胞でのみ T-bet を強制発現させた T-bet トランスジェニック（Tg）マウスを用い
た CIA の検討で、抗原特異的な Th17 細胞分化が抑制されることにより CIA が
著明に抑制されることを報告した（11）。この検討の中で、IFN非依存的に T-
bet による転写因子間の制御機構が存在する可能性が考えられたが、その詳細な
メカニズムはまだ明らかとはなっていない。 
 
3．ヘルパーT 細胞 
ヘルパーT 細胞のサブセットは複数存在し、それぞれ異なるサイトカイン産
生を行うことで様々な機能をもっている。Th1 細胞は IFNを産生することで内
因性抗原に対する免疫能において重要な役割を担っており、Th2 細胞は IL-4、
IL-5、IL-13 を産生して寄生虫や細胞外抗原に対する防御において必須とされる
（12）。Th17 細胞は IL-17、IL-21、IL-22 を産生し、細菌感染や真菌感染に対
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する免疫能に影響するのみでなく、様々な自己免疫病態への働きが多く報告さ
れている（13,14）。ナイーブ CD4 陽性 T 細胞から各ヘルパーT 細胞サブセット
への分化は、ある特定のサイトカイン環境において誘導される各サブセット特
異的な転写因子発現に依存している。Th1 細胞分化における主要転写因子は T-
bet と考えられており、T-bet は TCR 刺激、IL-12/STAT4 シグナル経路、IFN-
/STAT1 シグナル経路を介して誘導され、直接的に IFN産生を活性化する（15-
17）。同様にマウスの Th17 細胞分化については、IL-6 と TGF-により誘導さ
れる転写因子である RORt に依存するとされ（18）、RORt が欠損することで
Th17 細胞分化が妨げられることから、Th17 細胞における主要な転写因子と考
えられている（19）。一方で、STAT3、ROR、IkB、IRF4、Runx-1、aryl 
hydrocarbon receptor (AHR) といった Th17 細胞分化を促進させる他の転写因
子も数多く報告されている（20-27）。IRF4 や Runx-1 は RORt 発現を誘導し、
直接的に IL-17 産生を亢進させる（23,25）。またリガンド依存性の転写因子で
ある AHR は Th17 細胞分化の調節因子として考えられており、IL-17 や IL-22
といったサイトカイン産生を亢進させる（26-28）。これらの転写因子はそれぞれ
の T 細胞サブセットにおけるサイトカイン産生に関与すると共に、直接的ある
いは間接的に他の T 細胞サブセットの分化制御に関わっている（29, 30）。特に
T-bet による Th17 細胞分化制御では IFN依存的な抑制メカニズムが考えられ
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ていたが（31）、近年では IFN非依存的に Th17 細胞関連の転写因子である
Runx-1 や IRF4 を介した制御メカニズムも報告されているが（32,33）、他の転
写因子との関連は不明な点がある。 
 
4．本研究の背景 
以上に示すように、RA の動物モデルである CIA を用いた検討において、Th17
細胞に関連したサイトカインが病態に関与していると考えられているが、実臨
床における RA の治療において IL-17 を標的とした治療は十分な効果をみせて
いない。今後、転写因子は RA における新たな治療標的となる可能性があるが、
Th17 細胞分化への転写因子による制御メカニズムは未だに不明な点は多い。本
研究では、T-bet 過剰発現の状態を背景にして Th17 細胞分化制御機構について
明らかにすることを目的として研究を行った。 
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第二章：目的 
 Th1 細胞の主要転写因子である T-bet の過剰発現下における Th17 細胞分化
の制御機構の詳細について明らかにする。 
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第三章：実験材料と方法 
1． マウス 
本研究に用いている T-bet Tg マウスは、C57BL/6J 由来のマウスにおいて
CD2 プロモーター下に T-bet 遺伝子を組み込んでいる。T 細胞において T-bet の
過剰発現と IFNの産生増加が認められるマウスで（34）、筑波大学医学医療系
解剖学発生学研究室の高橋智教授より御供与いただいた。C57BL/6J の WT マ
ウスおよび IFN-/-マウスは Jackson Laboratory より購入した。また IFNの有
無による影響を評価するために、T-bet Tg マウスと IFN-/-マウスを交配させ、
T-bet Tg/IFN-/-マウスを作成し実験に用いた。いずれのマウスも筑波大学生命
科学動物資源センターの規則に従って実験を行った。 
 
2．細胞の単離 
マウスの脾細胞から、Dynabeads Mouse CD4 (L3T4) （Miltenyi Biotec、
Bergisch gladbach、Germany）あるいは CD4+CD62L+ T cell isolation kit II
（Miltenyi Biotec）を用いて、magnetic bead-based cell sorting system（MACS）
（Miltenyi Biotec）によって精製度が 92％以上の細胞を回収して各実験に用い
た。 
 
12 
  
3．プラスミド DNA とレトロウイルス上清の作成 
筑波大学医学医療系（血液内科）の錦井秀和講師より御供与いただいた
pGCDNsam ires-EGFP (MSCV) レトロウイルスベクターに対して、マウスの
T-bet 遺伝子を組み込んだ。パッケージング細胞である Plat E 細胞に対して
Lipofectamine（Invitrogen、Carsbad、CA）を用いてレトロウイルスベクター
を導入し、産出される T-bet 遺伝子を組み込んだウイルスを含む培養上清（T-bet 
RV; retrovirus vector）と T-bet 遺伝子を組み込んでいないウイルスを含む培養
上清（empty RV; retrovirus vector）を用意した。 
 
4．レトロウイルス感染実験 
レトロウイルス感染実験においては RetroNectin 法を用いた（35）。RetroNectin 
25µg/ml（Takara Bio、Otsu、Japan）と anti-CD3e antibody 2µg/ml を一晩固
相化した 48well ノントリートプレートについて、2%BSA を添加した PBS でブ
ロッキングした後にレトロウイルス上清を加え、32℃、2000g の条件で 2 時間
遠心してレトロウイルスプレートを作成した。WT マウスおよび IFN-/-マウス
の脾細胞から単離したナイーブ CD4+ T 細胞は、anti-CD28 antibody 1µg/ml
（BioLegend、San Diego、CA）、anti-IFN antibody 10µg/ml（BioLegend）、
anti-IL-4 antibody 10µg/ml（BioLegend）と共に、anti-CD3e antibody 2µg/ml
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（BioLegend）で一晩固相化した 48well プレートで 24 時間培養した後に、レ
トロウイルスプレートに移してさらに 24 時間培養を継続した。培養した細胞を
回収し、レトロウイルスベクターを標識している GFP 蛋白が発現している細胞
について MoFlo cell sorter（DakoCytomation, Glostrup, Denmark）を用いて
ソーティングし、抽出されたベクターが取り込まれた細胞について Th17 細胞
分化誘導および STAT3 のリン酸化実験に用いた。 
 
5．T 細胞培養  
10%ウシ胎児血清、ペニシリン 100 単位/ml、ストレプトマイシン 100µg/ml、
2-メルカプトエタノール 50µM に調整した、RPMI 1640 medium（Sigma-
Aldrich、St. Louis、MO）を培養液に用いた。Th17 細胞分化誘導において、anti-
CD28 antibody 1µg/ml、anti-IFN antibody 10µg/ml、anti-IL-4 antibodyµg/ml、
recombinant mouse IL-6 50ng/ml（eBioscience、San Diego、CA）、human TGF-
（BioLegend）2.5ng/ml と共に、anti-CD3e antibody 2µg/ml で一晩固相化し
た 48well プレートで 96 時間培養した。対照群（Th0）は、anti-CD28 antibody 
1µg/ml、anti-IFN antibody 10µg/ml、anti-IL-4 antibody 10µg/ml の条件で、
Th1 細胞分化誘導は、anti-CD28 antibody 1µg/ml、anti-IL-4 antibody 10µg/ml 、
Recombinant mouse IL-12（BioLegend）1µg/ml の条件で同様に培養した。AHR
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刺激の検討においては、AHR のリガンドである 6-Formylindolo (3,2-b) 
Carbazole (FICZ)（Enzo Life Sciences、Exeter、United Kingdom；Abcam、
Cambridge、MA）300nM となるように調整して Th17 細胞分化条件に添加し
た。 
 
6．フローサイトメトリー（Flow Cytometry：FCM）解析 
分化誘導の確認は、細胞培養後に PMA （Sigma-Aldrich）50ng/ml、ionomycin
（Sigma-Aldrich）1µg/ml、GolgiStop（BD Biosciences、San Jose、CA）1µg/ml
で 6 時間追加刺激をして FCM で解析した。細胞回収後、死細胞および細胞表面
抗原を細胞外染色し、Foxp3/Transcription factor, Fixation/Permeabilization 
concentrate and diluent（eBioscience）を用いて細胞の固定化処理を行い、転
写因子およびサイトカインを細胞内染色した後に、発現パターンをフローサイ
トメーター BD FACSVerse（Becton Dickinson、Mountain View、CA）および
解析ソフト FlowJo software（Tree Star、Ashland、OR）で解析した。STAT3
のリン酸化実験については、mouse IL-6 50ng/ml で刺激後、0 分、15 分、30 分、
60 分で細胞を回収し、Lyse Fix buffer（BD Biosciences）と Perm Buffer III
（BD Biosciences）を用いて固定化処理を行った後に細胞内染色を行った。転写
因子の T-bet、RORt、AHR、細胞表面抗原の CD126、CD130 の発現について
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は特異抗体とアイソタイプの median fluorescence intensity (MFI) の比を用い
て相対的に比較検討した（MFI [specific antibody] / MFI [isotype]）。死細胞、
細胞表面抗原、細胞内の転写因子ならびにサイトカインの染色用抗体は、
Fixable Viability Dye eFluor 780 （ eBioscience ）、 anti-PerCP/Cy5.5
（BioLegend）、anti-CD126-APC（BioLegend）、anti-CD130-PE （eBioscience）、
anti-IFN-FITC（BioLegend）、anti-T-bet-PE（eBioscience）、anti-RORt-APC
（ eBioscience ）、 anti-IL-17-PE/Cy7 （ BioLegend ）、 anti-AHR-eflour 660
（eBioscience）、anti-pSTAT3-PE (pY705)（BD Biosciences）を用いた。 
 
7．ELISA 
分化培養上清を回収し、IFNおよび IL-17 産生について、Duoset ELISA 
development System（R&D Systems、Minneapolis、MN）を用いて検討した。 
 
8．定量 PCR 
分化培養後の細胞を回収し、Isogen（Nippon Gene、Tokyo、Japan）を用いて
RNA 抽出を行った。定量 PCR においては Taqman 法を用い、tbx21、rorc、
stat3、stat1、runx1、irf4、nfkbiz、ahr、smad2、bcl6、cyp1a1 について gapdh
との比で相対定量した。用いたプローブは全て、 Applied Biosystems（Foster 
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City、CA）より購入した。 
 
9. Ⅱ型コラーゲン（CII）反応性 CD4 陽性細胞の転写因子発現の解析 
Native chicken CII（Sigma-Aldrich）を 0.01M の酢酸に溶解し、完全フロイン
トアジュバント（CFA）へ乳化させた。熱処理した Mycobacterium tuberculosis 
H37Ra（Difco）5mg と不完全フロイントアジュバント（Sigma-Aldrich）1ml
を混合して、CFA を調整した。8-12 週齢のマウスに対して、CII 200µg を含む
CFA を尾の基部に皮下注射した。CII 免疫の 10 日後に、WT マウスならびに T-
bet Tg マウスの鼠径リンパ節を採取し、リンパ節細胞を CII 100µg/ml の存在下
に 96well 丸底プレートで 72 時間培養した（2.0×105 cells/well）。培養後に細
胞を回収し、CD4 陽性細胞を MACS で単離して RNA を抽出し、定量 PCR で
検討した。 
 
10. 統計学的解析 
統計学的解析は、Tukey’s test、Kruskal-Wallis test、Paired t-test、Student’s 
t test を用いて行った。P<0.05 を有意差ありと判定した。  
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第四章：結果 
1．T-bet Tg マウスにおける Th17 細胞分化誘導の検討 
Th17 細胞分化誘導下における T-bet 過剰発現による影響を明らかにするため
に、WT マウス、T-bet Tg マウス、T-bet Tg/IFN-/-マウスから単離した CD4 陽
性細胞を IL-6 と TGF-の存在下で培養し、転写因子（T-bet、RORt）およびサ
イトカイン産生（IFN、IL-17）について細胞内染色を用いて FCM で解析した。
T-bet Tg マウスでは Th17 細胞分化条件下においても IFNの高産生が維持され
ていることを確認した。また WT マウスに比べて、T-bet Tg マウスと T-bet 
Tg/IFN-/-マウスにおいて IL-17産生とRORt発現は有意に抑制された（図 1）。 
続いて、T-bet 過剰発現による IL-17 産生の制御メカニズムについて確認する
ため、Th17 細胞分化に必須の経路である IL-6/STAT3 シグナル経路に着目した。
WT マウス、T-bet Tg マウス、T-bet Tg/IFN-/-マウスから単離した CD4 陽性細
胞の IL-6 受容体（CD126、CD130）発現ならびに IL-6 刺激による STAT3 のリ
ン酸化を FCM で解析した。WT マウスに比して、T-bet Tg マウスおよび T-bet 
Tg/IFN-/-マウスでは CD126 と CD130 の発現はいずれも有意に低下していた
（図 2）。また STAT3 のリン酸化についても、WT マウスに比して T-bet Tg マ
ウスおよび T-bet Tg/IFN-/-マウスで有意に抑制された（図 3）。よって、T-bet の
過剰発現下において IFN非依存的に IL-6 受容体発現が低下すると共に、
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STAT3 のリン酸化が抑制されることが考えられた。 
また Th17 細胞分化に関連する転写因子を評価するため、Th17 細胞分化条件
で培養した細胞における tbx21、rorc、stat3、stat1、runx1、irf4、nfkbiz、ahr
の mRNA 発現について定量 PCR を用いて検討した。T-bet Tg マウスおよび T-
bet Tg/IFN-/-マウスにおいて、tbx21の発現亢進と rorcの発現抑制を確認した。
また、stat3、nfkbiz の発現亢進と ahr の発現抑制を認めた（図 4）。 
以上の結果に関して、T-bet Tg マウスは発生段階において T-bet が過剰発現
しており、T-bet 以外の分子に何らかの影響を及ぼしている可能性があるため、
これらの結果が T-bet 過剰発現のみによる事象と断定はできないと考えた。そこ
でレトロウイルスベクターを用いた T-bet 遺伝子導入系を作成し、T-bet のみを
過剰発現させた条件で同様に検討することとした。 
 
2．T-bet 遺伝子導入系における Th17 細胞分化誘導の検討 
WT マウスおよび IFN-/-マウスの CD4+CD62L+ナイーブ T 細胞に対して、
T-bet を組み込んだ T-bet RV と対照の empty RV を感染させ、Th17 細胞分化
条件下で培養し、転写因子とサイトカインについて FCM で解析した。WT マウ
スと IFN-/-マウスのどちらにおいても、empty RV 群に比して T-bet RV 群にお
いて IL-17 産生は抑制された（図 5）。培養上清を用いた ELISA においても T-
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bet RV 群において IFNの有無によらず、IL-17 産生は抑制されていた（図 6）。 
また、T-bet Tg マウスの検討と同様に IL-6 受容体の発現および IL-6 刺激に
よる STAT3 のリン酸化を FCM によって解析した。T-bet Tg マウスにおける実
験結果とは異なり、WT マウスと IFN-/-マウスいずれにおいても empty RV 群
と T-bet RV 群において CD126 と CD130 の発現に変化は認められず（図 7）、
IL-6 刺激後における STAT3 のリン酸化についても抑制されなかった（図 8）。
よって、T-bet が直接的に IL-6/STAT3 シグナル経路に影響を及ぼすことは否定
的と考えられた。 
続いて、Th17細胞分化条件下で培養した細胞のmRNA発現を比較検討した。
tbx21 の発現亢進と rorc の発現抑制を確認した。また T-bet Tg マウスにおける
実験結果と同様に stat3、nfkbiz については発現が亢進しており、runx1 と ahr
は発現が抑制された（図 9）。 
T-bet Tg マウスと T-bet 遺伝子導入系の実験結果を踏まえて、IL-6 受容体の
発現および STAT3 のリン酸化に差異を認めた点について検証することと、Th17
細胞の関連転写因子の定量 PCR の結果において、Th17 細胞の主要転写因子と
される RORt と同様の発現傾向を示した AHR に着目して追加で検討を行う方
針とした。 
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3．IL-6/STAT3 シグナル経路の差の評価 
T-bet Tg マウスならびに T-bet Tg/IFN-/-マウスでは、IL-6/STAT3 シグナル
経路が抑制されることで Th17 細胞分化が制御されることが想定されたが、T-
bet 遺伝子導入系においては IL-6 受容体発現や STAT3 のリン酸化に影響はみ
られなかった。またどちらの実験系においても、stat3 の mRNA 発現は T-bet 過
剰発現下において同様に増加を認めたことから、総 STAT3 が減少していること
は否定的と考えた。そこで STAT3 のリン酸化は IL-6 刺激によって誘導される
ことから、IL-6 受容体発現について追加検討を行うこととした。IL-6 受容体発
現に関連する分子とされる Smad2 と Bcl-6 に着目し、T-bet Tg マウスおよび T-
bet Tg/IFN-/-マウスの CD4 陽性細胞における smad2 ならびに bcl6 の mRNA
発現を検討したところ、smad2 について WT マウスに比して有意に低下してい
ることが示された。一方で T-bet 遺伝子導入系では、T-bet RV 群と empty RV
群の間に smad2 の mRNA 発現について有意差は認められなかった。いずれに
おいても bcl6 について発現に差はみられなかった（図 10）。そこで T-bet Tg マ
ウスにおける CD4 陽性細胞が Th1 細胞へ偏向している点を考え、WT マウスと
IFN-/-マウスの CD4 陽性細胞を脾細胞から単離し、Th1 細胞分化条件下で培養
した細胞における smad2 の mRNA 発現について比較検討したところ、分化初
期に比較して時間経過と共に smad2 の発現が有意に抑制されることが示された
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（図 10）。以上の結果より、T-bet Tg マウスにおける IL-6 受容体発現低下の背
景に smad2 の発現低下が関与している可能性が考えられた。 
 
4．Aryl hydrocarbon receptor（AHR）発現の評価 
AHR は IL-6 と TGF-の刺激によって強く誘導される分子であり、T-bet Tg
マウスの実験系と T-bet 遺伝子導入系における Th17 細胞分化条件下で AHR の
蛋白発現について FCM を用いて検討した。どちらの実験系においても、T-bet
過剰発現下に IFN非依存的にAHR発現が抑制されることが示された（図11）。
またAHR発現抑制の確証を得るために、AHRの リガンドであるFICZをTh17
細胞分化条件に添加することで、本来確認される IL-17 産生促進効果が T-bet 過
剰発現下に抑制されるか検討した。どちらの実験系においても、T-bet 過剰発現
下において IFN非依存的に IL-17 産生促進効果は認められなかった（図 12、
図 13）。続いて、FICZ 刺激によって誘導される cyp1a1 の mRNA 発現を確認し
たところ、T-bet 過剰発現下に抑制されることが示された（図 14）。以上より、
T-bet 過剰発現によって AHR 発現が抑制されることが裏づけられた。 
 
5．CIA モデルにおける AHR 発現の検討 
T-bet Tg マウスにおける CIA の抑制への AHR の関与を検証するため、CII
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免疫後の WT マウスならびに T-bet Tg マウスのリンパ節細胞を CII 存在下で追
加培養し、CII 反応性のサイトカインならびに培養細胞中の CD4 陽性細胞にお
ける転写因子発現を評価した。T-bet Tg マウスにおける CII 反応性の IL-17 産
生が抑制されることを確認した。CII 反応性の転写因子発現として、T-bet Tg マ
ウスにおいて rorc と同様に ahr の発現が抑制されることを認めた（図 15）。 
 
以上の結果から、T-bet 過剰発現によって IFN非依存的に AHR 発現が制御
されることで、Th17 細胞分化の制御に関与する新たな可能性が示唆された（図
16）。 
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第五章：考察 
我々は以前に T-bet Tg マウスを用いた検討で、Th17 細胞分化抑制を介して
RA の動物モデルである CIA が著明に抑制されることを報告した（22）。しかし
T-bet Tg マウスにおける Th17 細胞分化制御の詳細なメカニズムは不明であっ
た。今回我々は、Th17 細胞分化誘導下において、T-bet 過剰発現によって IFN
非依存的に AHR 発現が抑制されることを新たに示した。 
T-bet Tg マウスにおける Th17 細胞分化誘導下において、IFN非依存的に IL-
17 産生や RORt 発現は抑制された。その背景として、IL-6 受容体発現の低下
や STAT3 のリン酸化抑制を認め、転写因子としては nfkbiz、stat3 の mRNA 発
現亢進と rorc、ahr の mRNA 発現低下を認めた。T-bet 過剰発現によって生じ
る Th17 細胞分化制御における機序を確認するために行った T-bet 遺伝子導入
系において、T-bet 過剰発現下に IFN非依存的に IL-17 産生は抑制されていた
が、IL-6 受容体発現や STAT3 のリン酸化抑制は認められず、T-bet Tg マウスに
おける結果とは異なっていた。転写因子については T-bet Tg マウスにおける実
験と同様に nfkbiz、stat3 の mRNA 発現亢進と rorc、ahr の mRNA 発現低下
を認めた。 
IL-6 受容体の発現および STAT3 のリン酸化抑制について、T-bet Tg マウス
の実験系と T-bet 遺伝子導入系で差がみられた点に関して、Smad2 と Bcl-6 の
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発現に着目した。Smad2 欠損マウスにおいて IL-17 産生は抑制され、IFN産
生が亢進する（36）。また CD4 陽性細胞における Smad2 欠損マウスを用いた検
討で IL-6 受容体の発現が抑制され（37）、Bcl-6 欠損マウスにおいて T 細胞にお
ける IL-6 受容体発現の低下がみられると報告されている（38）。そこで T-bet 過
剰発現下における smad2 ならびに bcl6 の mRNA 発現を比較検討したところ、
T-bet Tg マウスの実験系でのみ IFN非依存的に smad2 の mRNA 発現が抑制
され、IL-6 受容体発現の低下と同じ傾向を示した。一方で bcl6 の発現に差はみ
られなかった。Th1 細胞分化において分化初期と分化後期におけるプロファイ
ルが変化することが考えられており（39）、T-bet Tg マウスについては発生段階
で Th 細胞が Th1 に偏向している点（分化後期）、T-bet 遺伝子導入系において
は T-bet が過剰発現した直後で Th1 への偏向が乏しい点（分化初期）という違
いを考えた。Th1 細胞分化誘導における smad2 の mRNA 発現について経過を
追ったところ、smad2 は時間経過と共に発現低下を示した。T-bet 過剰発現は直
接的に smad2 発現を抑制はしないが、Th1 細胞環境の時間経過が smad2 発現
に影響することで、T-bet Tg マウスにおける IL-6 受容体発現が抑制されると推
察された。 
T-bet Tg マウスの実験系と T-bet 遺伝子導入系において、複数の転写因子に
ついて同様の発現傾向がみられた。nfkbiz がコードする IkBz は Th17 細胞分化
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を促進させる分子であり、発現に RORt の存在は必要としないものの、RORt
と協調することで Th17 細胞の機能が発揮されることから（22、40）、本研究の
結果において nfkbiz の発現亢進のみでは Th17 細胞分化促進に至らなかったと
考えられる。T-bet 過剰発現下における nfkbiz の発現亢進メカニズムについて
直接的な関連性は明らかではない。IBは IFN産生に関与する Nf-B の抑制
因子であり（41）、IFN産生亢進によって IBが調節因子として発現亢進する
可能性は考えられるが、IFN非依存的な発現亢進を説明するには不十分であり
検討の余地がある。Th17 細胞分化に必須といえる分子である STAT3 について
（20）、T-bet 過剰発現下に mRNA 発現亢進を認めた。STAT3 の制御に働く分
子としては SOCS3 が挙げられるが（42）、T-bet は Bcl-6 と協調して SOCS3 の
転写を抑制することが報告されており、STAT3 発現亢進につながると考えられ
た（43）。Th17 細胞の主要転写因子とされる RORt をコードする rorc と同様
に T-bet 過剰発現下に抑制された ahr について Th17 細胞分化制御への関連が
考えられた。  
AHR は Th17 細胞において発現が認められ、IL-6 と TGF-の刺激で強く誘
導される転写因子で、IL-17 や IL-22 といったサイトカイン産生に寄与する（27）。
IL-17 欠損マウスだけでなく IL-22 欠損マウスにおける CIA が抑制され（44, 
45）、AHR 欠損マウスにおける CIA も有意に抑制されることが報告されており
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（46）、IL-22 の上流に存在する AHR は Th17 細胞における重要な転写因子と
考えられる（47）。我々の検討において、T-bet Tg マウスおよび T-bet 遺伝子導
入系のいずれにおいても IFN非依存的に AHR は蛋白レベルでも発現抑制が示
され、AHR リガンド刺激によって IL-17 産生促進効果が阻害された点および
AHR 刺激で誘導される cyp1a1 の発現が抑制された点から、T-bet 過剰発現下
に AHR 発現が抑制される確証が示された。AHR の発現に比して cyp1a1 の発
現は高度に抑制されており、T-bet 過剰発現下に cyp1a1 の上流に位置する他の
分子の発現に影響を与えている可能性も考えられた。 
T-bet による AHR 発現制御メカニズムが興味深い点であり、T-bet が直接的
あるいは間接的に AHR 発現を制御する可能性を考えた。まず直接的な制御とし
て 2 つの可能性を挙げる。1 つ目は IRF4 を介した制御と同様に（35）、T-bet が
AHR遺伝子のプロモーター部位へ直接結合することで転写を制御することが考
えられる。もう 1 つは Runx-1 を介して RORt 発現を制御するように（34）、
RORt と結合する他の転写因子に T-bet が結合することで AHR の転写制御す
る機序である。間接的な制御としては、AHR が誘導される過程における T-bet
の関与である。AHR 発現の詳細なメカニズムは明らかではないが、特に IL-6 と
TGFの刺激で強く誘導されることから（28）、いずれかの下流シグナルを制御
することが AHR 発現抑制につながる可能性がある。しかし本研究の結果から
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IL-6/STAT3 経路および TGF受容体下流の転写因子である Smad2 には、T-bet
発現のみでの関連性は乏しいことが考えられる。T-bet-AHR 間の詳細な制御メ
カニズムは今後もさらなる検討の余地がある。 
最後に T-bet Tg マウスにおける CIA モデルの炎症環境を想定して、CII 免疫
後の細胞における転写因子発現評価を行い、rorc 発現同様に ahr 発現も抑制さ
れることを確認した。この結果のみでは、T-bet Tg マウスにおける CIA の制御
に AHR の抑制がどの程度影響しているか証明はできていない。T-bet と AHR
の転写因子間の制御メカニズムが Th17 細胞分化ならびに CIA の病態にどこま
で影響を与えるかは今後の検討課題である。 
図 16 に T-bet による Th17 細胞分化制御について、これまでの知見と合わせ
て示す。IFNに依存する経路と依存しない経路が挙げられ、本研究により T-bet
過剰発現による AHR 発現制御が確認され、Th17 細胞分化の新たな制御の可能
性を見出すことができた。今後、本研究によって得られた可能性についてヒトの
RA における検討を行うことで、関節炎病態における転写因子による制御メカニ
ズムの解明が期待でき、さらには RA の新たな治療戦略発見に結びつけたい。 
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第六章：結論 
 T-bet 過剰発現によって IFN非依存的に AHR 発現が抑制され、Th17 細胞分
化の制御に関与する可能性が示唆された。  
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主要略語一覧 
本論文において用いた主な略語を以下に示す。 
AHR Aryl hydrocarbon receptor 
Cyp Cytochrome P450 
IRF Interferon regulatory factor  
IB Inhibitor of NF-B 
ROR Retinoic acid-related orphan Receptor 
Runx Runt-related transcription factor 
RA Rheumatoid arthritis 
RV Retrovirus vector 
SOCS Suppressor of cytokine signaling 
STAT Signal transducer and activator of transcription 
TCR T cell receptor 
TGF- Transforming growth factor  
Th1 Type 1 helper T 
Th2 Type 2 helper T 
Th17 IL-17-producing helper T 
Tfh Follicular helper T 
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図表 
 
図 1 T-bet Tg マウスの Th17 細胞分化誘導下におけるサイトカイン産生およ
び転写因子発現 
Th17 細胞分化誘導を行い、サイトカイン産生および転写因子発現を FCM で解
析した。上段に IFNおよび IL-17 産生の展開図を示した（対照群：Th0）。下段
には Th17 細胞分化条件下における IFNと IL-17 産生および T-bet と RORt 発
現についてまとめた。データは平均±標準誤差で示したもので（n=5）、T-bet お
よび RORt については MFI ratio（MFI [specific antibody]/MFI [isotype]）で
検討した（*P<0.05、**P<0.01、Tukey’s test）。 
 
図 2 T-bet Tg マウスにおける IL-6 受容体（CD126、CD130）発現 
CD4 陽性細胞上の IL-6 受容体の構成分子である CD126 および CD130 につい
て FCM で解析した。上段にはヒストグラムを示し（灰色部分はアイソタイプコ
ントロール）、下段のグラフは平均±標準誤差を示したもので（n=5）、MFI ratio
で検討した（**P<0.01、Tukey’s test）。 
 
図 3 T-bet Tg マウスにおける STAT3 のリン酸化評価 
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CD4 陽性細胞に対して IL-6 刺激を加え、0 分、15 分、30 分、60 分後のリン酸
化 STAT3 を FCM で解析した。上段にはヒストグラムを示し（灰色部分はアイ
ソタイプコントロール）、下段にはリン酸化 STAT3 陽性細胞の時間経過をグラ
フに示した。データは平均±標準誤差で示したものである（n=5）。刺激後 15 分
時のみ正規分布に従わず Kruskal-Wallis test で検定し、その他は Tukey’s test
で検定した（*P<0.05、**P<0.01）。 
 
図 4 T-bet Tg マウスにおける Th17 細胞関連転写因子の mRNA 発現 
Th17細胞分化誘導後にmRNAの抽出を行い、Th17細胞の関連転写因子（tbx21, 
rorc, stat3, stat1, runx1, irf4, nfkbiz, ahr）について定量 PCR で検出した。デ
ータは平均±標準誤差で示した（n=4）（*P<0.05、**P<0.01、Tukey’s test）。 
 
図 5 T-bet 遺伝子導入系における Th17 細胞分化誘導下におけるサイトカイン
産生および転写因子発現 
ウイルス感染後に Th17 細胞分化誘導を行い、サイトカイン産生および転写因
子発現を FCM で解析した。上段に IFNおよび IL-17 産生の展開図を示した。
下段には Th17 細胞分化条件下における IFNと IL-17 産生および T-bet と
RORt発現についてまとめた。データは平均±標準誤差で示したもので（n=4）、
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T-bet および RORt については MFI ratio（MFI [specific antibody]/MFI 
[isotype]）で検討した（*P<0.05、**P<0.01、Tukey’s test）。 
 
図 6 Th17 細胞分化誘導下の培養上清中サイトカイン評価 
Th17 細胞分化誘導下の培養上清中の IFNおよび IL-17 の濃度を ELISA で測
定した。データは平均±標準誤差で示した（n=4）（**P<0.01、Tukey’s test、N.D.: 
Not detectable）。 
 
図 7 T-bet 遺伝子導入系における IL-6 受容体（CD126、CD130）発現 
ウイルス感染後、CD4 陽性細胞上の CD126 および CD130 について FCM で解
析した。上段にはヒストグラムを示し（灰色部分はアイソタイプコントロール）、
下段のグラフは平均±標準誤差を示したもので（n=3）、MFI ratio を用いて検
討した（Tukey’s test）。T-bet RV 群と empty RV 群で有意差は認められなかっ
た。 
 
図 8 T-bet 遺伝子導入系における STAT3 のリン酸化評価 
ウイルス感染細胞を GFP でソーティングし、IL-6 刺激を加え、0 分後、15 分
後、60 分後にリン酸化 STAT3 を FCM で解析した。上段にはヒストグラムを示
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し（灰色部分はアイソタイプコントロール）、下段にはリン酸化 STAT3 陽性細
胞の時間経過をグラフに示した。データは平均±標準誤差で示したもので（n=3）
（Tukey’s test）、T-bet RV 群と empty RV 群で有意差は認められなかった。 
 
図 9 T-bet 遺伝子導入系における Th17 細胞関連転写因子の mRNA 発現 
ウイルス感染細胞をソーティングし、Th17 細胞分化誘導後に mRNA の抽出を
行って、Th17 細胞の関連転写因子（tbx21, rorc, stat3, stat1, runx1, irf4, nfkbiz, 
ahr）について定量 PCR で検出した。データは平均±標準誤差で示した（n=5）。
（*P<0.05、**P<0.01、Tukey’s test または Kruskal-Wallis test）。 
 
図 10 T-bet 過剰発現下における IL-6R 関連転写因子の mRNA 発現 
WT マウス、T-bet Tg マウス、T-bet Tg/IFN-/-マウスの CD4 陽性細胞およびウ
イルス感染後にソーティングした CD4 陽性細胞から mRNA の抽出を行い、
tbx21、smad2、bcl6 について定量 PCR で検出した。また WT マウスおよび
IFN-/-マウスの CD4 陽性細胞を Th1 細胞分化誘導した後に mRNA の抽出を行
い、smad2 について定量 PCR で検出した。データは平均±標準誤差で示した
（n=4）（*P<0.05、**P<0.01、CD4 陽性細胞の検討は Tukey’s test、Th1 分化
誘導における検討は Paired t-test）。 
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図 11 T-bet 過剰発現下における AHR の蛋白発現 
T-bet 過剰発現下に Th17 細胞分化誘導後に AHR 発現を FCM で解析した。(1) 
T-bet Tg マウス、(2) T-bet 遺伝子導入系。グラフは平均±標準誤差を示したも
ので（n=4）、MFI ratio で検討した（*P<0.05、Tukey’s test）。 
 
図 12 T-bet Tg マウスの Th17 細胞分化誘導下における FICZ 添加による IL-
17 産生亢進の評価 
Th17 細胞分化誘導条件に AHR リガンドである FICZ 300nM を添加して、IL-
17 産生亢進効果について FCM で解析した。データは平均±標準誤差で示した
（n=5）（*P<0.05、**P<0.01、Tukey’s test）。 
 
図 13 T-bet 遺伝子導入系の Th17 細胞分化誘導下における FICZ 添加による
IL-17 産生亢進の評価 
ウイルス感染後の Th17 細胞分化誘導条件に FICZ 300nM を添加して、IL-17
産生亢進効果についてFCMで解析した。データは平均±標準誤差で示した（n=3）
（*P<0.05、**P<0.01、Tukey’s test）。 
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図 14 T-bet 過剰発現下の FICZ 添加時における cyp1a1 の mRNA 発現 
AHRリガンド刺激によって誘導されるcyp1a1について、FICZを添加したTh17
細胞分化誘導後に mRNA の抽出を行い定量 PCR で検出した。(1) T-bet Tg マ
ウス、(2) T-bet遺伝子導入系。グラフは平均±標準誤差を示した（n=4）（**P<0.01、
Tukey’s test）。 
 
図 15 CII 反応性の IL-17 ならびに転写因子発現 
CII 免疫後 10 日目の WT マウスならびに T-bet Tg マウスから鼠径リンパ節を
採取し、リンパ節細胞を CII 存在下で追加培養した。培養上清中の IL-17 を
ELISA で測定し、細胞から MACS で CD4 陽性細胞を単離した後に mRNA を
抽出して定量 PCR で tbx21、rorc、ahr について定量 PCR で検出した。グラフ
は平均±標準誤差を示した（n=4）（*P<0.05、**P<0.01、Tukey’s test、N.D.: Not 
detectable）。 
 
図 16 T-bet による Th17 細胞分化制御 
T-bet による Th17 細胞分化制御について、IFNから STAT1 および SOCS3 を
介した STAT3 発現抑制が想定される IFN依存経路と IFNの関与を伴わない
T-betによる転写因子間での抑制が想定される IFN非依存経路に分けて示した。
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図 1 T-bet Tg マウスの Th17 細胞分化誘導下における 
サイトカイン産生および転写因子発現 
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図 2 T-bet Tg マウスの CD4 陽性細胞における IL-6 
受容体（CD126、CD130）発現 
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図 3 T-bet Tg マウスにおける STAT3 のリン酸化評価 
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図 4 T-bet Tg マウスにおける Th17 細胞関連転写因子の 
mRNA 発現 
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図 5 T-bet 遺伝子導入系における Th17 細胞分化誘導下に 
おけるサイトカイン産生および転写因子発現 
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図 6 Th17 細胞分化誘導下の培養上清中サイトカイン評価 
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図 7 T-bet 遺伝子導入系における IL-6 受容体（CD126、 
CD130）発現 
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図 8 T-bet 遺伝子導入系における STAT3 のリン酸化評価 
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図 9 T-bet 遺伝子導入系における Th17 細胞関連転写因子 
の mRNA 発現 
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図 10 T-bet 過剰発現下における IL-6R 関連転写因子の 
mRNA 発現 
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図 11 T-bet 過剰発現下における AHR の蛋白発現 
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図 12 T-bet Tg マウスの Th17 細胞分化誘導下における 
FICZ 添加による IL-17 産生亢進の評価 
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図 13 T-bet 遺伝子導入系の Th17 細胞分化誘導下に 
おける FICZ 添加による IL-17 産生亢進の評価 
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図 14 T-bet 過剰発現下の FICZ 添加時における cyp1a1 の 
mRNA 発現 
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図 15 CII 反応性の IL-17 産生ならびに転写因子発現 
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図 16 T-bet による Th17 細胞分化制御 
 
